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Ⅰ    

前  言

  本标准代替SN/T3038—2011《出口海产品中西加毒素的检测 小鼠生物法》和SN/T3869—

2014《出口水产品中雪卡毒素的测定》。
本标准与SN/T3038—2011和SN/T3869—2014相比,主要变化如下:
———标准名称修改为“食品安全国家标准 水产品中西加毒素的测定”;
———保留小鼠生物法为第一法,增加液相色谱-串联质谱法为第二法。
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食品安全国家标准

水产品中西加毒素的测定

1 范围

本标准规定了水产品中西加毒素的测定方法。
本标准适用于水产品可食部分中西加毒素的测定。

第一法 小鼠生物法

2 原理

用丙酮提取水产品中西加毒素,提取物经减压蒸干后,再以1%吐温-60生理盐水为分散介质,制备

西加毒素-1%吐温-60生理盐水混悬液,将该混悬液注射入小鼠腹腔,观察小鼠存活情况,根据西加毒素

致小鼠死亡时间和鼠单位的关系表查出对应的鼠单位,并按小鼠体重校正鼠单位,计算确定西加毒素含

量(鼠单位毒力)。

3 试剂和材料

除非另有说明,所用试剂均为分析纯,水为GB/T6682规定的一级水。

3.1 试剂

3.1.1 吐温60(C64H126O26)。

3.1.2 苦味酸[HO-C6H2(NO2)3]。

3.1.3 丙酮(CH3COCH3)。

3.1.4 甲醇(CH3OH)。

3.1.5 正己烷(C6H14)。

3.1.6 乙醇(CH3CH2OH)。

3.1.7 乙醚(CH3OCH3)。

3.1.8 氯仿(CHCl3)。

3.1.9 次氯酸钠(NaClO)。

3.1.10 生理盐水。

3.2 试剂配制

3.2.1 次氯酸钠溶液(5%):称取次氯酸钠50g,用9950mL水溶解,搅拌使次氯酸钠充分溶解。

3.2.2 甲醇溶液(90%):量取100mL甲醇,加入900mL水,混匀。

3.2.3 乙醇溶液(25%):量取250mL甲醇,加入750mL水,混匀。

3.2.4 氯仿-甲醇溶液(3+97):将氯仿与甲醇按体积比为3∶97混合均匀。

3.2.5 1%吐温60-生理盐水:用生理盐水将吐温60稀释为吐温60含量为1%的溶液。
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3.3 标准品

太平洋西加毒素-1(P-CTX-1,C60H88O19):纯度≥90%。

3.4 材料

小鼠:昆明系封闭群清洁级(CL)或无特定病原菌级(SPF),且体重为18g~22g的健康雄性小鼠。

4 仪器和设备

4.1 电子天平:感量为0.001g。
4.2 均质器。

4.3 恒温水浴箱。

4.4 旋转蒸发仪。

4.5 氮气浓缩仪。

5 分析步骤

5.1 试样制备

水产品取其可食部分(去骨),切成小块,制成肉糜。于-18℃以下保存。

5.2 试样提取

取试样200g置于塑料袋内,于70℃水浴15min。取出冷却后,加丙酮400mL,均质10min,用布

氏漏斗抽滤并收集滤液。肉渣再重复萃取两次。合并滤液,于55℃旋转蒸发浓缩至近干。加入

100mL甲醇溶液(90%)溶解,转移至500mL分液漏斗中,再加入100mL正己烷,充分振荡萃取,静置

约30min以上,待分层完全,弃去上层正己烷层,收集下层甲醇溶液层。再加入100mL正己烷重复萃

取一次。将下层的甲醇溶液于55℃旋转蒸发至干,以100mL乙醇溶液(25%)溶解,并转移至分液漏

斗中,加入100mL乙醚充分振荡萃取,静置10min以上,待分层完全,收集上层乙醚层。下层溶液再

用乙醚萃取两次。合并乙醚萃取液,于40℃旋转蒸发至近干。浓缩物用5mL氯仿-甲醇溶液(3+97)
溶解并转移至刻度试管中,于45℃用氮气浓缩至干,用1%吐温60-生理盐水定容至2mL,充分振荡,
制成均匀西加毒素-1%吐温60-生理盐水混悬液。0.5mL该混悬液相当于50g试样。以此混悬液进行

小鼠实验。
注:为避免毒素的危害,应戴手套进行操作,用过的器材应在次氯酸钠溶液(5%)中浸泡1h以上,以使毒素分解。

5.3 小鼠试验

5.3.1 实验动物的饲养

小鼠在通风、透光、清洁的室内环境饲养,实验期间正常供给标准啮齿类动物食物和饮水。

5.3.2 小鼠试验

将小鼠随机分为试验组、溶剂对照组、空白对照组3组,每组3只小鼠,每只小鼠称重(精确至

0.5g),并记录体重。用染色法(如3%~5%苦味酸溶液或其他染色剂)做好编号。

5.3.2.1 试验组

每只试验组小鼠腹腔注射0.5mL试样提取液。若注射时注射液溢出,须将该只小鼠弃去,并重新
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注射一只小鼠。

5.3.2.2 溶剂对照组

每只溶剂对照组小鼠腹腔注射0.5mL1%吐温60-生理盐水,以排除吐温60-生理盐水可能产生的

影响。

5.3.2.3 空白对照组

每只空白对照组小鼠不进行腹腔注射,与实验组和溶剂对照组的小鼠在相同的环境和条件下饲养。

5.3.3 小鼠体征观察

记录注射开始和完毕时间,仔细观察并记录小鼠停止呼吸时的死亡时间(到小鼠呼出最后一口气

止)。
小鼠中毒死亡症状:活动能力异常(减少至不活动)、步态异常(正常:慢走或快走,异常:兴奋的、不

稳的)、腹泻、呼吸困难(急促浅的或喘息)、肤色青紫(主要在阴茎、耳、鼻、口、尾部)、竖毛(轻至显著)、颤
抖(阵发性或持续)、麻痹(阵发至后腿麻痹)、多涎(可能浸湿脸部和胸前毛)、直至挣扎跳跃最后死亡。
小鼠在注射2h内要仔细观察,连续观察400min,当小鼠接近死亡时更要密切观察,准确记录死亡时间

(直至小鼠呼出最后一口气止)。

6 分析结果的表述

6.1 试样中西加毒素毒力的计算

观察从注射开始至400min小鼠的毒效应体征和存活情况,计算出一组3只小鼠中死亡2只以上

的中位数死亡时间。根据中位数死亡时间,在表A.1中查出对应的MU。若小鼠体重小于或大于20g,
则根据附录B查出重量校正系数C。

试样中西加毒素的毒力按式(1)计算:

X =MU×C×f …………………………(1)

  式中:

X ———试样中西加毒素的毒力,单位为鼠单位毎五十克(MU/50g);

MU———0.5mL小鼠腹腔注射液中所含的西加毒素的鼠单位数,单位为鼠单位毎五十克(MU/50g);

C ———小鼠体重校正系数;

f ———试样提取液的稀释倍数。

1MU的定义为使体重为20.0g的无特定病原体级(SPF)昆明系雄性小鼠400min死亡的毒力,相
当于9.10ng西加毒素。

6.2 结果判断

若实验组所有小鼠死亡时间大于400min,则该报告样品中西加毒素毒力小于0.98MU/50g。
若实验组中位数死亡时间50min~400min,则按式(1)计算,并报告样品中西加毒素毒力为:××

×MU/50g。
若实验组中位数死亡时间小于50min,则应对试样取液进行稀释,再选取3只小鼠进行实验,直到

得到中位数死亡时间为50min~400min为止,根据式(1)计算,并报告样品中西加毒素毒力为:×××
MU/50g。
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7 其他

方法的检出限为0.98MU/50g。

第二法 液相色谱-串联质谱法

8 原理

试样中的西加毒素经甲醇提取,C18固相萃取柱净化,液相色谱-串联质谱仪测定,外标法定量。

9 试剂和材料

除非另有说明,所用试剂均为分析纯,水为GB/T6682规定的一级水。

9.1 试剂

9.1.1 甲醇(CH4O):色谱纯。
9.1.2 甲酸(C2H4O2):色谱纯。
9.1.3 乙酸铵(C3H8CO2N):色谱纯。

9.2 试剂配制

9.2.1 乙酸铵溶液(10mmol/L):准确称取0.077g乙酸铵于烧杯中,用适量水溶解,转移至100mL容

量瓶中,用水定容至刻度,混匀。
9.2.2 甲醇-乙酸铵溶液(10mmol/L)(95+5):准确量取5mL乙酸铵溶液(10mmol/L),转移至100mL
容量瓶中,用甲醇容至刻度,混匀。
9.2.3 甲醇溶液(50%):将甲醇和水等体积混合。

9.3 标准品

西加毒素标准品[(P-CTX-1,C60H88O19)、(P-CTX-2,C60H88O18)、(P-CTX-3,C60H88O18)]:纯度

≥90%。

9.4 标准溶液配制

9.4.1 标准储备液(1mg/L):分别准确称取各适量(精确至0.1mg)的西加毒素(P-CTX-1,P-CTX-2,
P-CTX-3)标准品,分别用甲醇配制成浓度为1mg/L标准储备液,于-18℃避光可保存6个月。
9.4.2 混合标准中间液(0.01mg/L):分别吸取适量西加毒素(P-CTX-1、P-CTX-2、P-CTX-3)标准储备

液(1mg/L),用甲醇稀释成西加毒素(P-CTX-1、P-CTX-2、P-CTX-3)浓度均为0.01mg/L的混合标准

工作液,于-18℃避光可保存3个月。
9.4.3 基质匹配的标准系列工作液:吸取适量的混合标准中间溶液(0.01mg/L),用空白溶液配制成浓

度为0μg/L、0.1μg/L、0.25μg/L、0.5μg/L、1.0μg/L、10.0μg/L的基质匹配的标准系列工作液。现

用现配。

9.5 材料

9.5.1 C18固相萃取柱:200mg/3mL。使用前依次用6mL甲醇和6mL水活化,保持柱体湿润。

9.5.2 微孔滤膜:0.22μm,有机相型。
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10 仪器和设备

10.1 液相色谱-串联质谱仪:配有电喷雾离子源(ESI)。
10.2 分析天平:感量0.1mg和0.01g。
10.3 氮气浓缩仪。
10.4 冻干机。
10.5 粉碎机。
10.6 离心机:转速≥5000r/min。
10.7 均质器:3400r/min~24000r/min。
10.8 涡旋振荡器。
10.9 超声波发生器。

11 分析步骤

11.1 试样制备

水产品取其可食部分,切成小块,制成肉糜。于-18℃储存。

11.2 试样提取

称取5g(精确至0.01g)试样,经冻干后充分碾碎置于50mL具塞离心管中,加入10mL甲醇和

5mL正己烷,以5000r/min均质提取1min,涡旋混匀后超声提取15min,于5000r/min离心3min,
弃去上层正己烷相,将甲醇转移至试管中。残渣再用10mL甲醇重复提取一次,合并提取液,于45℃
以氮气浓缩至约5mL,加5mL水,混匀后待净化。

11.3 试样净化

将上述待净化液转入活化过的C18固相萃取柱中,以约1mL/min的流速使净化液全部通过,用
6mL甲醇溶液(50%)淋洗并抽干。用4mL甲醇洗脱,收集全部流出液于20mL离心管中,于40℃以

氮气浓缩至干。残渣用甲醇-乙酸铵溶液(10mmol/L)定容至1mL,旋涡混合后过微孔滤膜,供液相色

谱-串联质谱测定。

11.4 仪器参考条件

11.4.1 液相色谱参考条件

a) 色谱柱:C18柱,柱长50mm,内径2.1mm,粒径2.5μm,或同等性能的色谱柱;
b) 柱温:30℃;
c) 进样量:20μL;
d) 流动相、流速及梯度洗脱条件参见表1。

表1 流动相梯度洗脱程序

时间

min

流速

mL/min

含0.1%甲酸的乙酸铵溶液

(10mmol/L)

%

甲醇-含0.1%甲酸的10mmol/L
乙酸铵溶液(10mmol/L)(95+5)

0 0.25 50 50

1.0 0.25 50 50
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表1(续)

时间

min

流速

mL/min

含0.1%甲酸的乙酸铵溶液

(10mmol/L)

%

甲醇-含0.1%甲酸的10mmol/L
乙酸铵溶液(10mmol/L)(95+5)

1.1 0.25 20 80

2.0 0.25 20 80

2.1 0.25 0 100

4.0 0.25 0 100

4.1 0.25 50 50

8.0 0.25 50 50

11.4.2 质谱参考条件

a) 电离模式:ESI;

b) 扫描方式:正离子扫描;

c) 监测方式:多反应监测;

d) 电离电压:2.8kV;

e) 源温:120℃;

f) 雾化温度:350℃;

g) 锥孔气流速:50L/h;

h) 雾化气流速:450L/h;

i) 数据采集窗口:8min;

j) 驻留时间:0.3s;

k) 定性、定量离子及对应的锥孔电压和碰撞电压:见表2。

表2 西加毒素定性、定量离子对和锥孔电压及碰撞电压

化合物名称
参考保留时间

min

定性离子对

m/z

锥孔电压

V

碰撞电压

V

P-CTX-1 2.91

1058.0>1129.0 30 18

1040.0>1129.0 30 15

1076.0>1129.0* 30 13

P-CTX-2 3.20

1042.0>1113.0 28 18

1060.0>1113.0 28 15

1078.0>1113.0* 28 13

P-CTX-3 3.50

1042.0>1113.0 28 18

1060.0>1113.0 28 15

1078.0>1113.0* 28 13

  * 为定量离子对,对于不同质谱仪器,仪器参数可能存在差异,测定前应将质谱参数优化到最佳。
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11.5 标准曲线的制作

将基质匹配的混合标准系列工作液注入液相色谱-串联质谱仪测定,得到西加毒素(P-CTX-1,

P-CTX-2,P-CTX-3)的峰面积。以基质匹配的混合标准工作溶液浓度为横坐标,西加毒素(P-CTX-1,

P-CTX-2,P-CTX-3)的峰面积为纵坐标,绘制标准曲线。西加毒素标准的多反应监测色谱图参见附录C。

11.6 测定

将空白溶液和试样溶液注入液相色谱-串联质谱仪测定,得到待测物的峰面积。由标准曲线得到试

样溶液中西加毒素(P-CTX-1,P-CTX-2,P-CTX-3)的浓度。
试样溶液中的西加毒素(P-CTX-1,P-CTX-2,P-CTX-3)的色谱峰的保留时间与西加毒素(P-CTX-

1,P-CTX-2,P-CTX-3)标准的色谱峰的保留时间的偏差在±2.5%之内;定性离子的相对丰度与对应标

准品的相对丰度一致,且相对丰度允许偏差不超过表3规定的范围。

表3 定性离子的相对丰度比的最大允许偏差

相对离子丰度

%
>50 >20~50 >10~20 ≤10

允许的最大偏差

%
±20 ±25 ±30 ±50

11.7 空白试验

除不加试样外,采用与试样完全相同的步骤同时操作。

12 分析结果的表述

试样中西加毒素(P-CTX-1,P-CTX-2,P-CTX-3)的含量按式(2)计算:

X =
(ρ-ρ0)×V
m×1000

…………………………(2)

  式中:

X ———试样中西加毒素(P-CTX-1,P-CTX-2,P-CTX-3)的含量,单位为微克每千克(μg/kg);

ρ ———从标准工作曲线得到的试样溶液中西加毒素(P-CTX-1,P-CTX-2,P-CTX-3)的浓度,单
位为微克每升(μg/L);

ρ0 ———从标准工作曲线得到的空白溶液中的西加毒素(P-CTX-1,P-CTX-2,P-CTX-3)的浓度,
单位为微克每升(μg/L);

V ———试样溶液的体积,单位为毫升(mL);

m ———试样质量,单位为克(g)。

1000———换算系数。
结果保留两位有效数字。

13 精密度

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的30%。
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14 其他

本方法西加毒素(P-CTX-1,P-CTX-2,P-CTX-3)的检出限均为0.02μg/kg,定量限均为0.05μg/kg。



GB5009.274—2016

9    

附 录 A
西加毒素致小鼠死亡时间—鼠单位的关系

  西加毒素致小鼠死亡时间和鼠单位的关系见表A.1。

表 A.1 西加毒素致小鼠死亡时间—鼠单位关系对照表

死亡时间/min 鼠毒力单位/MU 死亡时间/min 鼠毒力单位/MU

50 10.49 230 1.85

55 9.41 235 1.80

60 8.53 240 1.76

65 7.78 245 1.72

70 7.15 250 1.68

75 6.61 255 1.64

80 6.14 260 1.61

85 5.73 265 1.57

90 5.37 270 1.54

95 5.05 275 1.51

100 4.77 280 1.48

105 4.51 285 1.45

110 4.28 290 1.42

115 4.06 295 1.39

120 3.87 300 1.36

125 3.70 305 1.34

130 3.54 310 1.31

135 3.39 315 1.29

140 3.25 320 1.27

145 3.12 325 1.25

150 3.00 330 1.22

155 2.89 335 1.20

160 2.79 340 1.18

165 2.69 345 1.16

170 2.60 350 1.14

175 2.52 355 1.13

180 2.44 360 1.11

185 2.37 365 1.09

190 2.29 370 1.07

195 2.23 375 1.06

200 2.16 380 1.04

205 2.10 385 1.03

210 2.05 390 1.01

215 1.99 395 1.00

220 1.94 400 0.98

225 1.89
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附 录 B
小鼠体重校正系数表

  小鼠体重校正系数见表B.1。该表引自GB/T5009.213—2008《贝类中麻痹性贝类毒素的测定》。

表B.1 小鼠体重校正系数表

小鼠体重/g 校正系数C

10 0.50

10.5 0.53

11 0.56

11.5 0.59

12 0.62

12.5 0.65

13 0.675

13.5 0.70

14 0.73

14.5 0.76

15 0.785

15.5 0.81

16 0.84

16.5 0.86

17 0.88

17.5 0.905

18 0.93

18.5 0.95

19 0.97

19.5 0.985

20 1.000

20.5 1.015

21 1.03

21.5 1.04

22 1.05

22.5 1.06

23 1.07
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附 录 C
西加毒素(P-CTX-1,P-CTX-2,P-CTX-3)混合标准溶液的多反应监测色谱图

  西加毒素(P-CTX-1,P-CTX-2,P-CTX-3)混合标准溶液(0.25μg/L)的多反应监测色谱图见图C.1。

图 C.1 西加毒素(P-CTX-1,P-CTX-2,P-CTX-3)混合标准溶液(0.25μg/L)的多反应监测色谱图


